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Warunki wstępne:  

Proszę zapoznać się z tematem „Radioimmunologiczne metody oznaczania hormonów 

steroidowych” zamieszczonym w skrypcie pod reakcją A. Lityńskiej i M. Lewandowskiego 

„Techniki badań fizjologicznych”, Wydawnictwo UJ, 1998 (skan w załączeniu) 

 

Wstęp:  

Metody radioimmunologiczne (RIA) są bardzo czułe i precyzyjne, dzięki temu znalazły 

zastosowanie przy oznaczaniu hormonów lub innych substancji, które można znakować i 

przeciw którym można indukować odpowiednie przeciwciała (tj. substancje białkowe, 

enzymy, glikozydy, metabolity pleśni oraz narkotyki). Powszechnie stosowanymi znacznikami 

w tych metodach są tryt (
3
H) emitujący promieniowanie β lub radioaktywny jod (

125
J) 

emitujący promieniowanie γ. Hormony steroidowe krążą we krwi i są uwalniane w 

warunkach fizjologicznych w ilościach nano- i pikogramowych, stąd oznaczenie tak małych 

ilości stało się możliwe dopiero dzięki opracowaniu metod radioimmunologicznych.  

Zasada metody RIA oparta jest na współzawodnictwie znakowanych i nieznakowanych 

form tego samego steroidu o ograniczoną ilość miejsc wiązania na cząsteczkach swoistych 

przeciwciał. Jeżeli odpowiednio rozcieńczone przeciwciało (Ab) zmieszamy ze steroidem 

znakowanym trytem (
3
H-S) – nazywanym „steroidem gorącym”, wówczas powstanie 

odpowiedni kompleks (
3
H-S-Ab). Gdy do tego kompleksu dodamy nieznakowanego steroidu 

(S) – tzw. „zimnego steroidu”, to jego cząsteczki będą współzawodniczyły z „gorącym 

steroidem” o miejsce wiązania na przeciwciele. Między ilością dodanego steroidu a ilością 

kompleksów radioaktywnych 
3
H-S-Ab istnieje zależność odwrotnie proporcjonalna. Czyli im 

więcej w badanej próbce oznaczanego „zimnego steroidu”, tym mniej utworzy się 

kompleksów 
3
H-S-Ab, a co za tym idzie, tym mniejsza radioaktywność badanej próbki. 

Pomiaru radioaktywności oznaczanych próbek dokonuje się w liczniku scyntylacyjnym. 

Stężenie badanego steroidu w badanej próbce odczytuje się z krzywej wzorcowej na 

podstawie radioaktywności tej próbki. Krzywą wzorcową wykreśla się mierząc 

radioaktywność znanej ilości „zimnego steroidu” – nanieść na osi X znane ilości (5, 10, 20, 50, 

100, 200 pg lub ng) oznaczanego, nieradioaktywnego wzorca steroidu, a na osi Y 

radioaktywność takiej próbki po dodaniu „gorącego steroidu” wyrażoną w ilości impulsów 

radioaktywnych na minutę (cpm – counts per minute).  

 

 



Opis procedury:  

W trakcie ćwiczeń studenci pracują w dwóch grupach zgodnie z przygotowanym 

protokołem, z których każda wykonuje oznaczenie ilości estradiolu lub androgenów w 

pożywkach z hodowli komórek ziarnistych świni hodowanych z dodatkiem różnych 

czynników wpływających na poziom steroidogenezy w tych komórkach. Poniżej podano 

przykład procedury oznaczania poziomu estradiolu metodą RIA. Przy oznaczaniu poziomu 

androgenów będziemy postępować w analogiczny sposób: 

 

1. Przygotowanie krzywej wzorcowej w oznaczaniu estradiolu: 

Zgodnie z protokołem RIA należy odmierzyć do odpowiednich probówek (od numeru 7 do 

18) po 5 µl, 10 µl, 20 µl, 50 µl, 100 µl oraz 200 µl standardu oznaczanego hormonu 

(estradiolu) rozpuszczonego w alkoholu etylowym. Objętość ta odpowiada kolejno 5 pg, 10 

pg, 20 pg, 50 pg, 100 pg oraz 200 pg estradiolu. Każdy punkt krzywej wzorcowej wyznaczamy 

podwójnie.  

Po odmierzeniu standardu hormonu należy odparować alkohol na łaźni wodnej w temp. 

42°C, a następnie po wysuszeniu probówek ze standardem oznaczanego steroidu dodać do 

każdej z nich po 200 µl pożywki Eagle’a. Do probówek nr 19 i 20 odmierzamy po 200 µl 

pożywki Eagle’a – będą to próbki ślepe.  

 

2. Przygotowanie próbek do oznaczenia: 

Próbki rozmrażamy bezpośrednio przed oznaczeniem. Zgodnie z protokołem RIA pobieramy 

odpowiednią objętość próbki do kolejnych probówek (od numeru 20 do 100). Każdą próbkę 

biologiczną oznaczamy podwójnie. 

Po zakończeniu odmierzania próbek uzupełniamy je pożywką Eagle’a do objętości 200 µl. 

 

3. Do wszystkich próbek (poza próbką T i N – probówki nr 1-4) odmierzamy po 100 µl 

przeciwciała. Następnie próbki wytrząsamy i zostawiamy na 30 min. W tym czasie studenci 

opracowują wyniki otrzymane z licznika scyntylacyjnego. 

 

4. Do wszystkich próbek odmierzamy po 100 µl „gorącego” estradiolu i przenosimy 

próbki do chłodni. 

Radioaktywność próbek mierzy się po całonocnej inkubacji i oddzieleniu frakcji wolnej 

hormonów od związanej z przeciwciałami przez dodanie do każdej próbki zawiesiny węgla 

aktywnego z dekstranem w PBS i ich zwirowanie. Frakcje związane z przeciwciałem z 

poszczególnych próbek (nadsącz) pipetuje się do naczyniek scyntylacyjnych, dodaje 

scyntylatora i mierzy ich radioaktywność w liczniku scyntylacyjnym 

 

 



Wymagania:  

Student powinien wiedzieć na czym polega zasada oznaczania poziomu hormonów 

steroidowych metodą radioimmunologiczną, na jakim materiale biologicznym można ją 

stosować, jak przygotować taki materiał do badania (odmierzanie konkretnej objętości 

próbki, ekstrakcja hormonów steroidowych, przygotowanie przeciwciał). Student powinien 

znać pojęcie błędów wewnątrzseryjnych i międzyseryjnych, rodzaje promieniowania 

jonizującego, pojęcia dotyczące promieniowania jonizującego tj. dawka pochłonięta, moc 

dawki, metody wykrywania promieniowania jonizującego oraz zasadę działania licznika 

scyntylacyjnego. 

 

Student powinien potrafić samodzielnie przygotować i przeprowadzić oznaczenie 

poziomu steroidów metodą RIA w pożywkach z hodowli komórkowej w oparciu o 

przygotowany przez prowadzącego protokół, wykreślić krzywą wzorcową i odczytać poziom 

hormonów steroidowych w badanym materiale oraz interpretować wyniki. 

 

Student powinien rozumieć konieczność odpowiedniego zaplanowania eksperymentu, 

precyzyjnego odmierzania próbek w badaniach ilościowych oraz zachowanie zasad 

bezpiecznego wykonywania doświadczeń. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Załącznik 

 

 

 

  



 
 



 

 



 

 
 

 

 



 

 
 



 
 


